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RESUMO

Este estudo teve como objetivo principal seleciomdividualmente por
Nested-PCR reprodutores devannamelivres de WSSV e de IHHNV
e a partir destes produzir pds-larvas livres deg&dgenos virais por
meio da prevencdo da sua transmissao vertical. iir pie 2.650
camardes, foram selecionados fenotipicamente 1.@3tes 800
machos e 800 fémeas. Os camarfes foram marcadeguadimente
com anel numerado (487 fémeas e 231 machos). Aisempor Nested-
PCR mostraram que 307 fémeas (63%) e 127 machés) (8&tavam
infectados com IHHNV. Os animais livres de IHHN\Zdm analisados
para WSSV, os animais livres dos dois virus, fordestinados a
reproducdo. As poés-larvas produzidas foram estscada 9 tanques
bercéario,para andlise. Das 45 replicas analisapgasaa 2 estavam
positivas para IHHNV e nenhuma positiva para WS8\gs animais
foram encaminhados posteriormente para fazendasiaXoi realizada
uma analise comparativa em viveiros de engord& @ds-larvas livres,
produzidas localmente e pds-larvas do Nordesteepientes da regido
de Canguaretama (RN) Os juvenis analisados, déapéss locais, em
fazenda apresentaram 1,25% de WSSV e IHHNV em 8Mhaan
examinados. Por outro lado, as analises de juvenisNordeste
revelaram que 10% dos examinados estavam infectamusWSSV e
IHHNV. Além de juvenis del. vannamei foram examinados
caranguejosGhasmagnathus granulataaplisias Aplysia brasiliand e
siris (Callinectes sapidyssendo 50% das aplisias e 67% dos siris
infectados por WSSV. A comparacdo de sobrevivéranias3 fazendas
mostrou sobrevivéncia média de 55% para pos-lalveais contra
23,4% e para pos-larvas do Nordeste.

Palavras-chave: Litopenaeus vannameReprodugdo, Epidemiologia,
WSSV, IHHNV, Nested-PCR






ABSTRACT

This work aimed to select individually by nested RPC. vannamei
broodstock and to produce post-larvae free of WS8Y IHHNV by
preventing its transmission. From 2650 shrimps, 0l6Were
phenotypically selected, (800 males and 800 ferpalskrimp were
individually marked with numbered ring (487 fematesd 231 males).
Analysis by nested-PCR showed that 307 females Y&8%b 127 males
(55%) were infected with IHHNV. Animals free of IHNV were tested
for WSSV, and the animals free of viruses usedfeeding. The post-
larvae produced were stocked in 9 nursery tankafatysis. From 45
replicates examined only 2 were positive for IHHNWid none for
WSSV. After that they were sent to the farms. Anparative analysis
in growth ponds between post-larvae-free, locallydpced, and post-
larvae from the Northeast region Canguaretama (R&5 performed.
Juveniles of local post-larvae analyzed showed %.28SSV and
IHHNV, in 80 animals examined. Furthermore, thelgsia of juvenile
from Northeast revealed that 10% of the shrimpsewafected with
WSSV and IHHNV. Not only L. vannamei but also crabs
(Chasmagnathus granulgtaaplisias Aplysia brasiliand and siris
(Callinectes sapidyswere examined. Fifty percent of aplisias and 67%
of crabs were infected by WSSV. The comparisoruofigal in 3 farms
showed median survival of 55% for local post-laregainst 23.4% for
post-larvae from the Northeast.

Key words: Litopenaeus vannamebreeding, Epidemiology, WSSV,
IHHNV, Nested-PCR
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INTRODUCAO

Enfermidades infecciosas afetam significantemente o
cultivos delLitopenaeus vannamem todas as suas fases, causando
mortalidade e reduzindo as taxas de crescimen@HINER, 1998).
No Brasil, os principais agentes patogénicos enadas sédo os Virus
da Mionecrose Infecciosa (IMNV) no Nordeste (SENNRRL al., 2007),
0 virus da Necrose Infecciosa Hipodermal e Heméétipa (IHHNV),
encontrado em todo pais (informacédo pessoal), dllfioro o Virus da
Mancha Branca (WSSV), identificado em Santa CeafBEIFFERT,
2005).

A Sindrome da Mancha Branca foi registrada pelmegira
vez em cultivos d@enaeus japonicyso Japao, em 1993 (NAKANO et
al, 1994). Em 1993, a China registrou perdas dihfidy e a Tailandia
de 500 milhdes de dolares. Trata-se de uma doetajg90 a 100% de
mortalidade) com potencial para infectar outrageigis de crustaceos.
Em 1999, A Sindrome da Mancha Branca foi notificada Estados
Unidos e na costa americana do Pacifico. Em jamirmmesmo ano, o
virus foi encontrado em amostras provenientes darljjua, Guatemala
e Honduras (JORY e DIXON, 1999).

A enfermidade é extremamente virulenta causanda alt
mortalidade nas populacbes de camardes infectddata-se de um
virus grande e envelopado de forma arredondad@aputém um DNA
de dupla-fita circular de 305 Kb (WANG et al, 1995
WONGTEERASUPAYA et al., 1995; VAN HULTEN et al., QO
YANG et al., 2001).

A infecc@o foi observada em varias espécies comigrde
peneideos, incluind®enaeus monodprP. japonicus P. chinensisP.
indicus P. merguiensis, L. vannamei, P. stylirostis penicillatuse P.
setiferus A doenca ocorre tipicamente em juvenis, entrefagpbde se
manifestar apenas em estagios mais avancadosofaddt sinais clinicos
observados em camardes infectados incluem carapagehada por uma
deposicdo anormal de sais de calcio com algunshetitbs de diametro.

Segundo Karunasasagas et al. (1997), os animaizdage
apresentam coloracdo que varia de um tom rosaderatelho escuro,
devido a expansdo de seus cromatéforos circultetsgia e rapida
reducdo no consumo de alimento. O camaréo infectada lentamente
préximo a superficie do viveiro e, eventualment¢ea-se no fundo do
viveiro e morre. Altas taxas de mortalidade (10@49rrem entre 03 e
10 dias apo6s os primeiros sinais da doenca. Algsnglos sugerem que
as manchas brancas na carapaca sdo produzidaso davidlta



18

alcalinidade e outras condi¢cbes do ambiente, caiadado por Chang
et al. (1996, 1998), Durand et al. (1997), Sudnal.ef1997), Nunan et
al. (1998), Graindange (1999) e Jory e Dixon (1999)

A rapida transmissdo do WSSV em sistemas de cytidete
ocorrer por meio de camarfes infectados, pela aguzanibalismo de
camarfes moribundos (Chang et al. 1996), além ttesovetores como
zooplancton, crusticeos e até mesmo microalgasnde@ OIE (2006).
Entretanto, as principais fontes de infec¢do pafazendas de camardo
sdo os reprodutores e as pos-larvas contaminadéNQISEZ-
MARTINEZ et al., 2007).

A presenca do virus no Brasil foi identificada o fle 2004,
guando foi registrada a mortalidade dos camardes fawendas de
criagdo em Santa Catarina. O Estado possuia na @poaximadamente
180 produtores e 1.600 hectares povoados. Entpetdestes 1.600
hectares, apenas 200 hectares ndo foram afetadogns. Em 2004, a
producdo catarinense foi de 4.200 toneladas e,umigd da doenca,
houve uma queda significativa de 33% na producBtHEERT, 2005).
Desta forma, torna-se evidente que a prevencadooeecds é a atual
prioridade da carcinicultura mundial (RODRIGUES EE MOULLAC,
2000).

O virus da Necrose Infecciosa Hipodermal e Hemadtipa
(IHHNV) é o menor dos virus de camarfes peneideessg conhece.
Trata-se de um virus com 22 nm de diametro, nadelepado de
formato icosaedral com densidade de 1.40 g/ml e@i.(3eu genoma
apresenta DNA linear, fita simples e seu capsidamréstituido por 4
polipeptidios com pesos moleculares de 74, 47, 3B®kD. Por causa
de suas caracteristicas, o IHHNV tem sido clasgificcomo membro
da familia Parvoviridae (BONAMI et al. 1990; BONAMI e
LIGHTNER 1991; MARI et al. 1993; NUNAN et al. 2008HIKE et al.
2000).

Os virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), nidr&@he
de Taura (TSV) e da Cabeca Amarela (YHV) sdo cadbsgor causar
perdas catastréficas em uma ou mais espécies dard@msnpeneideos
(P. vannameie P. monodonprincipalmente). No caso do IHHNV em
particular, somente na espédie stylirostris este virus pode causar
mortalidade de até 90%. Entretanto, na espécievadit no Estado de
Santa Catarina, b vannameio virus ndo causa mortalidade, porém é
responsavel por outros efeitos. Emvannameio patégeno causa uma
enfermidade crbénica conhecida como “sindrome daragédade e do
nanismo” (RDS), caracterizada por baixa produtd@® aumento do
coeficiente de variacdo no tamanho dos camardesin@ises de
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crescimento reduzidos e deformacoes cuticularesarogardes resultam
em perdas econdmicas de 10% a 50% quando compaagwsciclo
livre deste patégeno (LIGHTNER e REDMAN, 1998).

O IHHNV é um virus presente nas espécies silvestrdo
sido reportadas infeccbes naturais Bmstylirostris L. vannamei, P.
occidentalisP. schmittie P. californiensigno ocidente (OIE, 2006)

Em regifes onde o virus é endémico nas populagbesysens,

a prevaléncia do IHHNV é encontrada em taxas qu@niaentre 0 e
100%, entre os sobreviventes. A prevaléncia reganara IHHNV nas
populagbes selvagens de stylirostris no alto e no baixo Golfo da
Califérnia sdo de 26% e 46%, respectivamente (PAMTEX al., 1999).
Ja na regido média do Golfo da Califérnia, a pénveh em fémeas e
machos adultos de. stylirostris € de 100% e 57%, respectivamente
(MORALES-COVARRUBIAS et al.,, 1999). Ja em. vannamei
selvagens coletados da costa do Pacifico do Parapréyaléncia é de
28% (NUNAN et al., 2001), enquanto que émvannamecoletados da
costa do Pacifico no Equador, Coldmbia e Panam@&\algncia varia
de 51 a 63% (MOTTE et al., 2003). Outros peneidetetados entre os
sobreviventes foram diagnosticados como positivasa plHHNV,
incluindo o camara&arfantepenaeus californiensgso “Western white
shrimp” L. occidentalisEm fazendas onde o IHHNV esta presente, a
prevaléncia pode ser muito inferior a 100%, poréaita prevaléncia é
mais comum (LIGHTNER et al., 1983, LIGHTNER, 198896;, 1992,
MARTINEZ-CORDOVA, 1992, CHAYABURAKUL et al., 2004).

Lightner (1988), em seu estudo sobre o0s hospedeiros
conhecidos para o virus o IHHNV e suas distribiscgeogréficas,
identificou, através das praticas utilizadas necageara diagndstico de
patdgenos virais no cultivo de camarao, a presdagarus IHHNV no
Brasil.

Assim como nas mais importantes viroses de camaado,
transmissdo de IHHNV é conhecida por ser rapidiiceete devido ao
canibalismo de animais moribundos, embora a trassioi por
coabitacdo seja significativamente menor. A trasséwo vertical por
meio de um plantel de reprodutores para as lareasné@m (OIE, 2006),
tendo como origem o ovério de fémeas infectadagjaro o esperma
de machos infectados se apresenta geralmentalbwéus. Embora os
embrides de fémeas altamente infectadas possarabseiados, isso
nem sempre ocorre e a selecdo de um plantel lierédHtHNV (por
Nested-PCR) e desinfeccdo dos ovos e nauplios @@wdar na
producdo de pos-larvas livres sadias (MOTTE et28l03) entretanto
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nao preveniria a transmissao vertical do virus, uezaque 0 mesmo se
encontra dentro do ovdcito.

A transmisséo vertical tem sido sugerida desdeoquieus foi
detectado em tecidos do ovério e em ovécitos (LOBAY).

Segundo Motte et al. (2003) a transmissdo vertlesk ser o
fator crucial para 0 aumento da prevaléncia, geragégeracdo, de
IHHNV em camardes de cultivo. Como fator principad, plantéis de
reprodutores originam animais infectados por trassio vertical, com
conseqlente aumento da transmissdo horizontal,iveitos. A partir
do momento em que a maioria dos animais infectadbsevive sem
sinais clinicos, muitos sdo selecionados para mdg#o de novos
plantéis aparentemente saudaveis, porém fortemaeféetados por
IHHNV. Esses animais oferecem alto risco de trasséa vertical do
patdgeno para seus descendentes.

Nas fazendas, a infeccdo dos camarfes pode sdiadesda
transmisséo horizontal decorrente da ingestadodigiduos mortos.

Algumas estratégias de producao tém sido utilizacka®
sucesso para a prevencdo do IHHNV. Uma delas é&gdsepor PCR
dos reprodutores, descartando-se 0s que apresegatiados positivos
para este virus (FEGAN e CLIFFORD, 2001; MOTTEIet2003)

Ja para a prevencdo da transmissdo do virus causado
Mancha Branca (WSSV) se evita estocar animais eentfas durante
as estacdes mais frias, além do mais, deve-seautikprodutores livres
de patdégenos especificos (SPF) ou estocar lanzmalticadas por
PCR como livres para este patdgeno, assim comaantipraticas de
biosseguranga no manejo da qualidade da aguasstir®as de cultivo
(CORSIN et al., 2003; HSU et al., 1999; MUSHIAKE at, 1999,
PENG et al., 2001; WITHYACHUMNARNKUL,1999).

Foi demonstrado em varios paises que 0 uso de Gesnar
sensiveis e selecionados sem nenhum critério ddémsa a patdégenos,
nao permite obter sustentabilidade da atividadetaisbcondicbes de
cultivo (BRIGGS et al., 2004). A selecéo e produgadarvas baseada
em duplo critério, animais resistentes (SPR — $ipeathogen
Resistant) e livres de patdgenos (SPF- Specifiedgan Free), tém sido
utilizadas com sucesso em condicdes de cultivo |aiesi
(CHAMORRO e MIALHE, 2004). O primeiro nivel de sef® de
animais SPR consiste em selecionar os individudsesiventes a
infeccdes naturais em viveiros de cultivo comotiko na figura 1.
Essa estratégia foi usada com sucesso na AmértgaLaclusive no
Brasil, para selecdo de animais resistentes as ¥Vi8Y quando houve
epidemia no Nordeste. “As linhagens S&RL. vannamgdossuem alta
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diversidade genética, e sdo oriundas de multipase$ (SPF e néo-
SPF), e tém sido selecionadas pelas sobrevivérasasdiversas
epidemias em viveiros de engorda, em alguns camoat@ cinco anos
(i.e. no Panamd, Equador, Coldbmbia e Brasil). Aiapgesentam maior
resisténcia (i.e. WSSV, TSV e IHHNV) do que quasdo puramente
SPF” (BRIGGS et al., 2004). Neste contexto, estbalho teve como
objetivo avaliar uma alternativa para a carcinigaltbrasileira, como a
formacéo de linhagerde L. vannamebcais, livres de virus através da
selecdo de reprodutores sobreviventes a areaslaepr patdgenos
virais e da prevencdo da transmissdo vertical d&W8 do IHHNV
durante o processo de producao de pés-larvas.

B
,%

W,

Figura 1: Selec&@o natural em viveiros de

camardes sobreviventes ao virus
(fonte: Concepto Azul Brasil)
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OBJETIVOS

Geral

Producdo de péds-larvas ddtopenaeus vannamdivres de
WSSV e IHHNV por meio da selecdo de reprodutoraegriisticados
livres dos virus da doenga da mancha branca (W®SH3a necrose
infecciosa hipodermal e hematopoiétjtdHNV).

Especificos

Verificar se o0 povoamento de viveiros com pos-larva
originadas de um plantel sobrevivente e adaptadwanregido afetada
por patdgenos virais e diagnosticado livre dossviNNSSV e IHHNV
consiste em método eficiente de profilaxia quandmparado com
animais que nao foram submetidos a este tipo dejman



23
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo selecionar individeate por Nested-
PCR reprodutores de. vannameilivres de WSSV e de IHHNV e a
partir destes produzir pds-larvas livres destedgeatos virais por meio
da prevencdo da sua transmisséo vertical. A pdeti2.650 camardes,
foram selecionados fenotipicamente 1.600, dest@nd@chos e 800
fémeas. Os camarfes foram marcados individualmenta anel
numerado (487 fémeas e 231 machos). As analisedNested-PCR
mostraram que 307 fémeas (63%) e 127 machos (55%\vaen
infectados com IHHNV. Os animais livres de IHHNWZdm analisados
para WSSV, os animais livres dos dois virus, fordestinados a
reproducdo. As poés-larvas produzidas foram estscada 9 tanques
bercario para andlise. Das 45 replicas analisagasaa 2 estavam
positivas para IHHNV e nenhuma positiva para WSSWseanimais
encaminhadas posteriormente para fazendas. Airdeedbzada uma
andlise comparativa em viveiros de engorda entelgswas livres,
produzidas localmente e pds-larvas do Nordesteepientes da regido
de Canguaretama (RN). Os juvenis analisados, déap@s locais, em
fazenda apresentaram 1,25% de WSSV e IHHNV em 8Mhan
examinados. Por outro lado, as analises de juvenisNordeste
revelaram que 10% dos examinados estavam infectamusWSSV e
IHHNV. Além de juvenis del. vannamei foram examinados
caranguejosGhasmagnathus granulgtaaplisias Aplysia brasiliand e
siris (Callinectes sapidyssendo 50% das aplisias e 67% dos siris
infectados por WSSV. A comparacdo de sobrevivéranas3 fazendas
mostrou sobrevivéncia média de 55% para poés-lalveais contra
23,4% e para pos-larvas do Nordeste.

Palavras-chave.Litopenaeus vannamedReproducdo, Epidemiologia,
WSSV, IHHNV, Nested-PCR
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ABSTRACT. Selection breeding of Litopenaeus vannamedree of
White Spot Syndrome (WSSV) and Infectious Hematopetic and
Hipodermal Necrosis (IHHNV) for production of post-arvae free of
viral pathogens This work aimed to select individually by nestedRPC
L. vannamebroodstock and to produce post-larvae free of Wasy
IHHNV by preventing its transmission. From 2650isips, 1600 were
phenotypically selected (800 males and 800 femal®kjimp were
individually marked with numbered ring (487 femabesd 231 males).
Analysis by nested-PCR showed that 307 females Y&8#b 127 males
(55%) were infected with IHHNV. Animals free of IHNV were tested
for WSSV and the animals free of viruses used feetling. The post-
larvae produced were stocked in 9 nursery tankafiatysis. From 45
replicates examined only 2 were positive for IHHMYXd for WSSV.
After that, they were sent to the farms. A compeeatanalysis in
growth ponds, between post-larvae-free, locallydpoed, and post-
larvae from the Northeast region Canguaretama (W&5 performed.
Juveniles of local post-larvae analyzed showed %.28SSV and
IHHNV, in 80 animals examined. Furthermore, thelysia of juvenile
from Northeast revealed that 10% of the shrimpsewafected with
WSSV and [IHHNV. Not only L. vannamei but also crabs
(Chasmagnathus granulgtaaplisias Aplysia brasiliana and siris
(Callinectes sapidyswere examined. Fifty percent of aplisias and 67%
of crabs were infected by WSSV. The comparisoruofigal in 3 farms
showed median survival of 55% for local post-laregainst 23.4% for
post-larvae from the Northeast.

Key words: Litopenaeus vannamebreeding, Epidemiology, WSSV,
IHHNV, Epidemiology, Nested-PCR
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Introdugé&o

Enfermidades infecciosas afetam significantemente o
cultivos delLitopenaeus vannameim todas as suas fases, causando
mortalidade e reduzindo as taxas de crescimenghitier, 1998). No
Brasil, os principais agentes patoldgicos enconasho: o Virus da
Mionecrose Infecciosa (IMNV), reportado no Norde€s&NAPIN et
al., 2007), o Virus da Necrose Infecciosa HipoderenBlematopoiética
(IHHNV), encontrado em todo pais (informacgédo pesegor ultimo o
Virus da Mancha Branca (WSSV), identificado em &a@atarina
(SEIFFERT, 2005).

A rapida transmissdo do WSSV em sistemas de cyttdete
ocorrer por meio de camardes infectados, pela aguzanibalismo de
camarfes moribundos (CHANEt al 1996), além de outros vetores
como zooplancton, crustaceos e até mesmo micrealggando a OIE
(2006). Entretanto, as principais fontes de infeqgdra as fazendas de
camarao sao os reprodutores e as pos-larvas coaidwsi (SANCHEZ-
MARTINEZ et al, 2007).

Assim como nas mais importantes viroses de camaéo,
transmissdo de IHHNV é conhecida por ser rapidiiceete devido ao
canibalismo de animais moribundos, embora a trassioi por
coabitacdo seja significantemente menor. A trarsdnisvertical por
meio de um plantel de reprodutores para as lareasné@m (OIE, 2006),
tendo como origem o ovério de fémeas infectadagjaro o esperma
de machos infectados se apresenta geralmentalbweéus.

Segundo Motteet al (2003), a transmisséo vertical deve ser o
fator crucial para o aumento da prevaléncia, geragé&geracédo, de
IHHNV em camarfes de cultivo. Como fator principad, plantéis de
reprodutores originam animais infectados por trassio vertical, com
conseqlente aumento da transmissdo horizontal,iveitos. A partir
do momento em que a maioria dos animais infectadbgevive sem
sinais clinicos, muitos sdo selecionados para mdgfio de novos
plantéis aparentemente saudaveis, porém fortemeféetados por
IHHNV. Esses animais oferecem alto risco de trasséd vertical do
patégeno para seus descendentes. Foi demonstradiriespaises que
0 uso de camarbBes sensiveis para formacdo de untelplde
reprodutores e selecionados sem nenhum critérioredisténcia a
patégenos, ndo permite obter sustentabilidade Waate sob tais
condi¢bes de cultivo (BRIGGS et al., 2004). A sitee producdo de
larvas baseada em duplo critério, animais resiete(BPR — Specific
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Pathogen Resistant) e livres de patégenos (SPFeifisp@athogen
Free), tém sido utilizadas com sucesso em condiglescultivo
similares (CHAMORRO e MIALHE, 2004). O primeiro eiv de
selecdo de animais SPR consiste em selecionar diwidimos
sobreviventes a infecgbes naturais em viveiros diivae. Essa
estratégia foi utilizada com sucesso na Américanhatinclusive no
Brasil, para selecédo de animais resistentes as VY quando houve
epidemia no Nordeste. “As linhagens S&RL. vannamgdossuem alta
diversidade genética, e sdo oriundas de multipase$ (SPF e néo-
SPF), e tém sido selecionadas pelas sobrevivérasasdiversas
epidemias em viveiros de engorda, em alguns camoat@ cinco anos
(i.e. no Panama, Equador, Colébmbia e Brasil). Aiapggesentam maior
resisténcia (i.e. WSSV, TSV e IHHNV) do que quasdo puramente
SPF” (BRIGGS et al., 2004).

Ainda deve-se levar em considera¢éo a importacdiotiegens
SPF de outros paises, pois estes animais podewr @atbgenos virais
ainda desconhecidos e apesar de serem SPF paratdgemo podem
ser diagnosticados positivos para este mesmo paiddgpendendo da
sensibilidade da metodologia de diagnéstico (MONMERY et al,
2007; DOet al, 2006).

Material e Métodos

Inicialmente foi realizada uma selecdo do lote d@é-p
reprodutores para avaliar sua viabilidade. Em skegas animais foram
selecionados fenotipicamente no viveiro e trandfsrpara o laboratério
de reproducdo, onde ficaram dispostos em uma sseciica,
separados por sexo em tanques distintos. Depoizadeacdo com anel
numerado e primeira desova das fémeas, todos osltgpres tiveram
um par de pledpodos amostrados e conservados el &@26. Em
seguida, os animais foram analisados individualeeot Nested-PCR.
Caso um animal fosse diagnosticado positivo pasdgqger um dos dois
patégenos estudados (WSSV ou IHHNV), este seriaiate@mente
descartado. Desta forma, apenas os animais liwgsatbgenos virais
foram utilizados para a producao de nauplios etarv

Para a producéo de poés-larvas livres de patdgenos)mente
foi realizada a escolha de um lote de pré-reprodstdEsta etapa foi
executada com intuito de avaliar a viabilidade i@ lquanto ao seu
estado sanitario, caso o lote apresentasse altalmeia de patdégenos
virais, ndo seria recomendada a transferéncia demmepara o
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laborat6rio de reproducédo. Além disso, de acorao agrevaléncia dos
patégenos, foi adotada a estratégia de analisetdadé reprodutores,
analisando-se primeiramente o patégeno que apoesentaior
prevaléncia nesta etapa. Neste estudo, o patégenapijesentou maior
prevaléncia foi o IHHNV, causador da Necrose Inifesa Hipodermal e
Hematopoiética, com taxa de 13%

A Figura 1 ilustra a classificacdo de reprodutdmachos e
fémeas) em “0,0” que significa livres para os qmasdgenos, WSSV e
IHHNV. Apds um estresse duplo que consiste no psicee ablacdo e
a primeira desova, 0s animais sédo analisados pamiespectivos virus e
0s resultados negativos sdo chamados de “0” e sitivos de “+”.
Apenas os animais considerados “0,0” foram utilizapara a producao
de nauplios e os positivos descartados.

o, W,

= Lﬁtopenaeus vanrlamei
Ablacao da

ped&nculc 000
ocular 000 Dup\o
1" desova ° Estresse

Ana ise de pleo odo

Classmca ao dos re rodutore

WSSV IHHNV
i i Analise por| ¢ | 9
7 Nested-PCR| ; | © |
“—!_5 s % + +
|
Nauplio (-) Nauplio (+) Cruzamento Q X d “0,0”
i (N2<N5) i
i - Nauplios

Pas-Larvas (+/-) Pos-Larvas (+++)

- Pés-Larvas

Figura 1: Estratégia de producao de larvas livres € patbgenos
(fonte: Concepto Azul Brasil)

Diagndstico

A ferramenta de diagnético utilizada neste esteda freacdo
em cadeia da polimerase (PCR), que consiste em étodm de
amplificacdo de DNA (acido desoxirribonucleico), seja, criacdo de
multiplas cépias de DNA sem o uso de um organisivo. YO Nested-
PCR emprega uma segunda etapa de amplificagdo oconpan de
“primers” internos aos utilizados na primeira etagigando aumentar a
sensibilidade e especificidade do método
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O protocolo de extracdo de DNA foi previamente daadio
para estes tecidos utilizando PCR com primers sporedentes para
peneidinas (Destoumieux et al., 2000). No caso jdesnis e dos
camarfes adultos a extracdo do DNA foi realizadaartdo o mesmo
protocolo. A deteccdo dos patdgenos por Nested-foCRalizada no
laboratério da Concepto Azul localizado em Guayleegiiador, através
de kits comerciais da prépria empresa. Os fragmeatoplificados
foram posteriormente observados em gel de aga2ése (

Selecédo do Lote de Pré-reprodutores

Durantes esta etapa, 30 camardes foram amostradisaao e
avaliados fenotipicamente para possiveis sintonasinéeccao por
patdégenos. Neste processo selecionou-se 22 fén@amachos.

O numero de animais coletados foi estabelecidacdela com
as recomendacdes da Organizacdo Internacional d®dips (OIE,
2006), segundo a qual, com uma amostragem de 3(aizni
pressupondo-se uma prevaléncia de 10%, € possitghae a
prevaléncia do virus em um determinado local, cam grau de
confianca de 95%. Antes da coleta dos tecidosam realizadas a
biometria e determinagdo do sex¥s animais foram ainda examinados
externamente quanto ao aspecto e estado geralde sa

Em seguida os camardes tiveram seus pledpodos e
hepatopancreas coletados e fixados individualmenteetanol 90%,
para serem analisados por Nested-PCR para os WiB&V, IHHNV
além da bactéria intracelular causadora da hepatogetite necrosante
(NHP), e RT-Nested-PCR para IMNV. Segundo estudaizados por
Lo et al. (1997), os pledpodos sdo consideradosstaasode tecido
eficientes para a realizacao do diagnostico.

Selecado de Reprodutores

Apds a escolha do lote, foi realizada na mesmantizea
selecdo de  reprodutores  fenotipicamente  saudavelde
aproximadamente 2.650 animais, apenas 1.600 casnafd@m
selecionados, sendo 800 machos e 800 fémeas. @misnioram
transportados para o laboratério em tanques cogénii e distribuidos
em casais nos tanques de maturacdo para acekerar@&esso.

As fémeas foram submetidas ao procedimento de &blaQ
dias apos sua chegada ao laboratorio.

De 800 fémeas, 487 apresentaram sinais de matugdo@iam

numeradas com anel colorido individual. Dos 800 hnagc 231 foram
selecionados por peso e desenvolvimento do espdor@gtestes foram
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numerados para posteriormente serem amostradodivedualmente
analisados para IHHNV primeiro.

Biosseguranca no Manejo dos Reprodutores

Quando existe um animal infectado no mesmo tangaeum
animal sadio, a taxa de transmissdo por coabitdgad@w/SSV emL.
vannamei de 0,01%, enquanto que a taxa de transmissaogestéo
na mesma situacéo € de 46% (SOTO e LOTZ, 2001)mAssigere-se
gue o risco de transmisséo do WSSV por coabitagfie animais vivos
seja praticamente desprezivel, conforme observamioSpto e Lotz
(2001), permitindo, desta forma, manter os animaisnesmo tanque
com risco de transmissdo horizontal por coabitad&sprezivel.
Levando em consideragdo que os patdgenos analisexdts estudo
podem ser considerados endémicos na regido, faibmadas “praticas
de controle epidemiol6gico” buscando a diminuic&cssda prevaléncia,
eliminando apenas os animais diagnosticados positiv

Andlises dos Reprodutores

Durante a etapa de andlise individual de reprodsias fémeas
foram analisadas apés a realizacdo de ablacdo stamin realizado
pelo menos uma desova, caracterizando estresse. dtgle ressaltar
gue o processo de ablacdo acelera a maturagdérdaad, antecipando
a desova.

Inicialmente, os reprodutores foram analisadosviddalmente
por Nested-PCR, para identificacdo do IHHNV. Osnwis que
apresentaram resultado negativo para o patégeamfsubmetidos a
Nested-PCR para identificacdo do WSSV. As analiseBVINV foram
realizadas apenas por seguranc¢a, uma vez que néaifidacdo deste
patégeno no Estado de Santa Catarina. Apds estedimeento, os
animais diagnosticados livres de patégenos forarareimhados para a
producao de nauplios.

Analise de pds-larvas

A larvicultura dos camarfes foi realizada no Lahbwbia
Estaleirinho. Antes de serem encaminhadas paezeaadas de engorda,
as poés-larvas foram analisadas por Nested-PCR igandificacdo de
WSSV, IHHNV, Baculovirus penae(BP) e NHP. Para deteccdo do
IMNV foi utilizada a técnica de RT Nested-PCR, tera vista que se
trata de um virus de RNA.
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Neste estudo foi analisado um lote de 4.214.000géas 18
(PL18) divididas em 07 tanques bercéarios. Aindarfoamostrados 02
tanques de larvicultura com pos-larvas 08 (PL 8zahdo o mesmo
padrao de amostragem. Ao todo foram analisados@uées de pos-
larvas. A partir de cada um dos 09 tanques foragpgradas cinco
amostras, cada amostra constituida de 150 anirAai®l5 amostras
preparadas foram preservadas em etanol 90%.

Acompanhamento em Fazendas de Engorda

Durante a etapa de acompanhamento em viveirogdtizado
um monitoramento epidemioldgico, analisando canmarfaos e
mortos, assim como também possiveis vetores ouelesps, tais
como caranguejos, siris e aplisias. Os possiveéisesou hospedeiros
foram encontrados ao acaso, amostrados e analisadps objetivo de
compreender melhor sua possivel interacdo com ms \@studados
neste trabalho

Nesta etapa realizou-se o acompanhamento de O&dize
comerciais de engorda, no Estado de Santa Catéfiabela 1),
povoadas com as “larvas livres de patdgenos” esaprovenientes do
Nordeste do Brasil, fornecidas pelo Laboratdrio dtqa, Rio Grande do
Norte.

De cada uma das fazendas do estudo epidemiolégico
(fazendas 1, 2, 3 e 4) foram coletados, aleatorisneamaroes vivos e
mortos. (em viveiros). Possiveis hospedeiros ouorgsf como
caranguejos@hasmagnathus granulataaplisias Aplysia brasiliand e
siris (Callinectes sapidys também foram coletados e analisados de
acordo com seu aparecimento.

Nas fazendas 3, 5 e 6 foi realizado um estudo d&® ca
comparando a sobrevivéncia e producdo, em quila@sarmantre as
larvas que foram submetidas ao procedimento deep¢do da
transmissédo vertical e as larvas provenientes ddddte. Para realizar
este estudo comparativo foram selecionados vivpiosados em datas
e condi¢cbes idénticas. Da fazenda 3 foram seledomn®2 viveiros,
povoados a uma densidade de 15 camarfeséndo 01 povoado com
larvas provenientes da Regido Nordeste e 01 povoamidarvas livres
de virus Da fazendo 5 foram selecionados 11 visgjpovoados a uma
densidade de 10 camarde%/estes 11 viveiros, 08 eram povoados
com larvas provenientes da Regido Nordeste e OBaplmg com larvas
livres de virus. Da fazenda 6 foram selecionadewéros povoados a
uma densidade de 05 camardés/sendo 02 viveiros povoados com
larvas livres de virus e 01 com larvas proveniedtellordeste.
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Andlise Estatistica
Para o comparativo de sobrevivéncia em fazendagifiaado
o0 teste t de student.

Resultados

Prevaléncia de patégenos no lote de pré-reprodutore

Das 22 fémeas selecionadas no lote de pré-repreguipuatro
apresentaram resultado positivo para IHHNV, o gepreasenta o
acometimento de 18% das fémeas. Ja no grupo doshomac
selecionados, nenhum indicio de positividade faeokado. Assim, a
taxa de prevaléncia do IHHNV no lote de 30 préadptores foi de
13%. Nenhum animal foi diagnosticado positivo pAIaSV.

Selecao individual de reprodutores por NESTED-PCR

Para realizacdo deste estudo, as fémeas foransadedi apos
terem realizado pelo menos uma desova. Das 487afmeaminadas,
307 (63%) apresentaram resultado positivo para IMHdMrém néo foi
observado resultado positivo para WSSV. Dos 23lhomexaminados,
127 (55%) apresentaram resultado positivo para IMHBntretanto,
assim como as fémeas, nenhum dos machos amostpdesentou
resultado positivo para WSSV. Desta forma, houveapnoveitamento
de apenas 180 (37%) fémeas e 104 (45%) machos lidHHNV e
WSSV (Tabela 2).

Producéo de pés-larvas livres

Das 45 amostras preparadas a partir dos 09 tandees
bercarios, duas apresentaram resultados positaes IBIHNV apenas
na segunda reacdo da Nested-PCR. Este resultadcsppdonsiderado
um “leve positivo”, sendo que todas as demais aa®stpresentaram
resultado negativo para os virus WSSV, IHHNV, IMNVparaB.
penaei(BP), além da bactéria intracelular NHP.

Acompanhamento em Fazendas de Engorda

Durante a etapa realizada nos viveiros das fazeedas
estudo, foram coletados e examinados camardesziasdas 1, 2, 3 e 4
povoadas com larvas livres de virus e/ou larvasvgmientes do
Nordeste. No momento da coleta, o peso médio dozanera de 6,3

g.
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A fazenda 1, organizada em sistema de monoculfwio,
povoada apenas com “larvas livres de virus” e as@a amostrados
foram coletados de quatro viveiros distintos. DoS dnimais
examinados da fazenda 1, observou-se uma taxadal@mcia de 2,2%
tanto para o WSSV como para o IHHNV (Tabela 3).

J4 a fazenda 2 encontrava-se organizada em sistiema
policultivo com tildpia Qreochromis niloticus Desta fazenda foram
amostrados 10 animais mortos em dois viveirosndistj sendo 05 de
“larvas livres de virus” e 05 de larvas provenisrde Nordeste. Os dez
animais analisados apresentaram resultado neggding os dois virus
estudados.

A fazenda 3, a Unica deste estudo localizada ate row
Estado, teve 02 viveiros analisados, sendo que sntimviam sido
povoados com os dois tipos de larvas. A comparagfie a origem das
larvas (figura 2) mostrou taxa de sobrevivénci®&8¥ e produtividade
média de 1.500 kg/hectare para as “larvas livregids” e de 53% de
produtividade de 1.250 kg/hectare para as larvawvepientes do
Nordeste (Tabela 4). Desta fazenda foram coletdeasn Unico viveiro
e analisados 25 juvenis provenientes das larvaslide virus,
apresentando resultados negativos para os doigegrat® estudados
(Tabela 3).

Na fazenda 4, 10 camardes de larvas provenient&edi@io
Nordeste foram coletados de um Unico viveiro e éxados. Destas
analises observou-se apenas um resultado pos#éreogs virus WSSV
e IHHNV, representando 10% de acometimento dos asim
amostrados. A partir do estudo de possiveis hospedeu vetores,
observou-se que 50% das aplisias e 67% dos siasaes infectados
com WSSV. Entretanto, ndo foi detectada a preselogavirus em
estudo nos caranguejo (Tabela 3). Nas fazenda® Gigura 4) néo foi
realizada amostragem de animais, apenas foi rdaliza
acompanhamento da sobrevivéncia no momento dastespe

A analise comparativa entre as fazendas mostrouomen
sobrevivéncia de camarfes, cujas larvas eram peues da Regido
Nordeste, em comparacdo com camardes livres ds. Wia fazenda 5
(figura 3) foi encontrada sobrevivéncia de 43% pgdarvas livres e
11% para as do Nordeste indicando diferenca sigiivia (P =
0,0001***) e na fazenda 6, 54,1% de sobrevivéneepgarvas livres e
5,6% para as do Nordeste (Tabela 4).
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Discussao

O cultivo deL. vannameno Sul do Brasil encontra desafios no
que diz respeito as condicdes do ambiente, taisocgrandes
amplitudes da temperatura da agua, tais condigirsssam os animais
favorecendo a imunossupressdo e 0 aparecimento atlsgepos
oportunistas que podem causar mortalidade massivabamo
desempenho produtivo dos camardes (LE MOULLAC e FRER,
2000, CHENG et al., 2005).

O IHHNV néo causa mortalidade massiva emvannamei
favorecendo sua répida disseminacdo ao longo dedges (OIE,
2006). Neste trabalho, observou-se a incidéncidrds em 60% do lote
de reprodutores utilizado. Em contrapartida, nenhreprodutor foi
diagnosticado positivo para WSSV, o que indicou gsisobreviventes
do viveiro estariam livres deste patdgeno, ou cona wcarga viral a
niveis ndo detectaveis por Nested-PCR. No casond@rograma de
estabelecimento de um plantel resistente e livrepdi&genos por
eliminacdo dos individuos infectados, a estratédga analisar os
reprodutores por PCR tem mostrado sua eficiéncia palHHNV e
WSSV emL. vanname{CHAMORRO e MIALHE, 2004) e WSSV em
P. monodor{HSU et al, 1999).

Peng et al. (2001), demonstraram em seus estu@os desova
induz a replicagdo do WSSV e monodonEm sua pesquisa, Motte
et. al. (2003) utilizaram a técnica do Nested-PCRapavaliar a
prevaléncia do IHHNV nas fémeas Hevannameiantes e depois da
desova. Analisando 109 fémeas. Estes autoresfidardim prevaléncia
de 19% do IHHNV nos animais amostrados, antes idaea desova.
Em outra etapa de sua pesquisa, Motte et. al. {28@disaram 1.608
fémeas apds a primeira desova, observando preialéiec 31% de
IHHNV nos animais amostrados. Com base nestesadss| admite-se
que a desova induz a replicacédo viral, 0 que, girggemente, leva ao
aumento da proporcdo de individuos IHHNV-positivetsu et al,
(1999) demonstraram que fémeas analisadas pordNe€ER, antes de
pelo menos uma desova, podem ser diagnosticadasivasy para
WSSV e, logo apés sua primeira desova, serem isadas e
diagnosticadas positivas para o virus.

No presente estudo foi observada que a prevaléociBHNV
nas fémeas era de 18% antes de serem submetidas amsferéncia,
ao procedimento de ablacdo e a sua primeira desp\apds estes
manejos dentro do laboratério, este indice subita [E8%. Estes
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resultados corroboram as observagdes de Motte @08i3) e Hsu et al.
(1999) quanto as consequiéncias do manejo sobrgliaagéo viral.
Com base nestas informagBes pode-se indicar o0 ntomeais
adequado para realizar analises em reprodutoresneaior grau de
confiabilidade

Prevenindo a transmissdo vertical do IHHNV é padsiv
aumentar gradualmente a produtividade dos aninmaigieeiros a cada
geracao e chegar préximo da erradicacao desteqrat@yn duas ou trés
geracdes (MOTTE et al., 2003).

Durante o estudo, nenhum reprodutor foi diagnodtica
positivo para WSSV 0 que nos sugere que animaisegebntes a
eventos em fazendas, contando com a pressdo dgfematural
apresentariam maior resisténcia ao virus (GITTERLID9). No caso
especifico do Virus da Mancha Branca seria imprelvawadicar este
patdégeno, uma vez que ja foi encontrado no ambieatteal no Estado
de Santa Catarina (MARQUES, 2007). Além disso, texisdiversos
reservatorios dentro dos viveiros escavados consp siicroalgas, ovos
de copépodes, zooplancton e no proprio solo dargiy®IE, 2006).

Ao final da larvicultura, das 45 amostras em pdgas
analisadas apenas duas foram diagnosticadas leteepwsitivas para o
IHHNV, sugerindo, assim, a possivel eficiéncia davpng¢éo vertical
por meio da analise individual de reprodutores.a@ tle enviar pos-
larvas apenas livres de WSSV e IHHNV para os vogene engorda
nao garante uma sobrevivéncia final elevada. Aihelse-se levar em
consideracdo que os animais que sdo encaminhadoagpézendas ja
portadores dos virus seriam os primeiros a morosiaborariam com a
transmissédo horizontal intra-especifica por caisbad, reforcando
assim a necessidade da producdo de larvas aléimrele Fesistentes,
nas larviculturas comerciais.

Neste estudo observou-se 50% das aplisias positisees
WSSV. Até o presente momento ainda ndo ha regisiaofiteratura
sobre um diagnéstico semelhante.

Como observado nas fazendas 3, 5 e 6, 0s animais
desenvolvidos com a linhagem adaptada ao climagléaa tiveram um
resultado superior de sobrevivéncia, com uma difexesignificativa
(Figura 5), provavelmente por ja se encontraremptadas as
constantes variacbes de temperatura. Este procassptativo
provavelmente retarda o desenvolvimento da imumpoessédo (COCK
et al.,, 2009), o que diminuiria 0 acometimento eesinimais pelo
virus WSSV, principal causador de mortalidade emixds. No caso
da fazenda 3, a sobrevivéncia foi semelhante maeaninais das duas
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origens, provavelmente porque a regido onde sdidzacafazenda nao
é afetada pelo WSSV, mesmo assim a pos-larva dipresentou uma
sobrevivéncia superior com diferenca significativa.

Independente da origem e qualidade, as pOs-larstzsée
sujeitas aos virus onde estes patdgenos forem @wenDessa
maneira, 0 uso e desenvolvimento de linhagensslide patégenos,
tomando como base a linhagem ja cultivada na regla@geem ser
incentivados. E importante ressaltar que, linhagensrtadas SPF,
consideradas livres de patdgenos especificos, quatdduzidas no
Estado, serdo automaticamente desafiadas no amlertultivo pela
amplitude de temperatura, podendo sucumbir rapidtere® patdégeno
ja instalado no meio. (FAO, 2005). No que diz réepas larvas
oriundas do Nordeste do Pais, estas ndo sdo de mpéckdéncia ou
de qualidade inferior, apenas séo animais adaptadwmstro tipo de
clima, o que poderia justificar o seu desempenhdiange ao desafio
viral em viveiros escavados no Sul do Brasil.

Além disso, deve-se levar em consideracéo que artag@io
de linhagens SPF de outros paises ou regifes il Prale trazer
patégenos virais ainda desconhecidos (MONTGOMERYSBR et
al., 2007) e, apesar de serem classificados SRFymardeterminado
patégeno, podem ser diagnosticados positivos pata gesmo
dependendo da metodologia de diagndstico ébal, 2006).

Torna-se clara a necessidade de preservar e melbora
patriménio genético local, ja adaptado as condic@etwientais e
submetido a pressdo de selecdo, mesmo que najpaadh O
desenvolvimento de linhagens locais. Por outro,lddee-se manter e
melhorar ainda o padrdo de sanidade baseando-semeprotocolo
eficiente de excluséo de animais portadores detegeatdgenos.
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Tabela 1: Acompanhamento em fazendas de engorda destado de Santa
Catarina.

Fazenda Localizagéo Tipo de Acompanhamento
1 Sul de Santa Catarina Epidemiolégico
2 Sul de Santa Catarina Epidemioldgico
3 Norte de Santa Catarina  Epidemioldgico/Sobreigén
4 Sul de Santa Catarina Epidemiolégico
5 Sul de Santa Catarina Sobrevivéncia
6 Sul de Santa Catarina Sobrevivéncia

Tabela 2:NUmero de reprodutores de Litopenaeus varamei examinados (AE),
infectados (Al) e porcentagem de animais positiva®se) para virus da mancha
branca (WSSV) e da necrose infecciosa hipodermalhematopoiética (IHHNV)
no Estado de Santa Catarina.

Sexo WSSV (AE/Al) IHHNV (AE/AI)  Aproveitamento de

(%) (%) reprodutores
Fémeas 487/0 487/307 (63) 180
Machos 231/0 231/127 (55) 104
Total 718/0 718/434 (60%) 284

Tabela 3: NUmero de animais examinados (AE), nUmerde animais infectados
(Al) e taxa de prevaléncia (%) dos virus da manchdranca (WSSV) e da
necrose infecciosa hipodermal e hematopoiética (IHV) nas respectivas
fazendas analisadas no Estado de Santa Catarina.

Fazendas L.vannamei Caranguejo Aplisia Siri
WSSV IHHNV WSSV IHHNV WSSV IHHNV WSSV IHHNV

AE/Al  AE/Al  AE/Al  AE/Al  AE/AI  AE/Al  AE/Al AE/AI

451 4501
L ooy (2a% OO 00 00 00 00 00
2 100 100 00 00 00 00 00 0/
3 2500 250 00 00 00 00 00 0/
101 101 6/3 32
4 00 (o 30 30 So. e 2 a0
Total 992 9012 g4 g4 BB g 32 0 gy

(2,2%) (2,2%) (50%) (67%)
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Tabela 4: Analise comparativa da taxa de sobreviv&ml em viveiros entre as
pés-larvas que foram submetidas ao procedimento derevengdo da
transmisséo vertical (pds-larvas livres) e larvasaNordeste.

Fazenda Origem Viveiros Densidade Taxa_médi_a de
(camardes/i)  sobrevivéncia (%)

3 Livres 2 15 68,0

3 Nordeste 3 15 53,0

5 Livres 3 10 43,0

5 Nordeste 8 10 11,8

6 Livres 2 5 54,1

6 Nordeste 1 5 5,6
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Figura 2: Andlise comparativa na fazenda 3 da taxale sobrevivéncia em
viveiros entre as pos-larvas que foram submetidas oa procedimento de
prevencgdo da transmissao vertical (pos-larvas livs) e pds-larvas do Nordeste.
(P <0,05) e P=0,0278*
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Figura 3: Andlise comparativa na fazenda 5 da taxale sobrevivéncia em
viveiros entre as pés-larvas que foram submetidas oaprocedimento de
prevencado da transmisséao vertical (pos-larvas live e pds-larvas do Nordeste.
(P < 0,05) e P =0,0001***
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Figura 4: Andlise comparativa na fazenda 6 da taxale sobrevivéncia em
viveiros entre as pés-larvas que foram submetidas oaprocedimento de
prevencado da transmisséao vertical (pos-larvas live e pds-larvas do Nordeste.
(P < 0,05) e P =0,0007***
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Figura 5: Andlise comparativa nas fazendas 3, 5 e 6 da taxi@ sobrevivéncii
em viveiros entre as poés-larvas que fam submetidas ao procedimento ¢
prevencédo da transmissao vertical (pos-larvas live) e pdsiarvas do Nordeste
(P < (,05) e P 0,0002**
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ANEXO

Figura 2: Selecéo fenotipica individual de reprodutres (A), aclimatacéo (B]
marcagdo com anel numerado (C) e coletde pledépodos dos reprodutore
para selegdo de um plantel livre de patdégenos vig(D).



